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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi comparar a sensibilidade de dois "kits" comerciais (A e B)
para teste ELISA, na deteccdo de titulos médios de anticorpos contra o virus da doenca infecciosa
da bursa (VDIB). Foram utilizados amostras de soros de pintainhos colhidos ao 1°, 4°, 79, 14°, 21°,
28°, 35°, 420 e 49° dias de idade, colheu-se 20 amostras de sangue em cada uma das idades, em trés
diferentes granjas localizadas em Araraquara, SP. As aves foram vacinadas no 14° dia de idade, via
aguadebebidacom vacinavivaatenuada, grupo gendmico G3, cepa Mouthrop G 603. Os resultados
mostraram que o "kit B" que tem adsorvido em suas placas regides gendmicas VP2 e VP3 é mais
sensivel que o "kit A" (p < 0,05), que tem adsorvido em suas placas particulas virais integras, na
deteccdo de anticorpos contra VVDIB.

PALAVRAS-CHAVE: Teste ELISA, Gumboro, Aves.

ABSTRACT

EVALUATION OF COMMERCIALELISATESTE"KITS"FORTHEDETECTION OF ANTIBODIES
AGAINST THE VIRUS OF GUMBORO DISEASE IN VACCINATED FLOCK. The objective of this
work was to compare the sensitivity of two commercial "Kits" for detection of antibodies titres
against virus of the infectious bursal disease (IBDV) through the ELISA test. Blood samples were
obtained on the 1st, 4th, 7th, 14th, 21th, 35th, 42th and 49th days of age, 20 samples being take for
each of the ages, from three different farms located in Araraquara, SP. The poultry were vaccinated
on 14th day of age through drinking water with live attenuated vaccine, genomic group G3,
Mouthrop G 603 strain. The results showed that the "kit B" that was impregnated in their VP2 and
VP3 genomic region plates is more sensitive than the "kit A" (p < 0.05) that was impregnated in
their plates whole particles plantes, in the detection of antibodies against IBDV.
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INTRODUCAO

A doenca infecciosa da bursa ou doenca de
Gumboro (DIB) € uma das principais moléstias da
criagdo avicola. E uma doenga transmissivel de
etiologia viral (Brown, 1986). Afeta aves jovens cau-
sando grandes prejuizos para a industria avicola. O
virus multiplica-se nos tecidos linféides com predi-
lecdo pela "bursa de Fabricius", destruindo células
linféides causando imunossupressdo e aumento da
suscetibilidade aoutrasdoengas infecciosas (TANIMURA
& SHARMA, 1997). Adeplecdo linfocitariacausadapelo
virus da DIB depende da idade da ave, sendo mais
grave, quanto mais jovem esta for (SHArRMA, 1984).

O virus da DIB (IBDV) é do género Birnavirus e
membrodafamiliaBirnaviridae e seugenomaconsiste
emdoisseguimentosde RNA defitadupla, composto

deumsegmento menor (2800 bp) denominadodeBe
outro maior (3400 bp) denominado A. As proteinas
estruturais virais estdo localizadas principalmente
nosegmento A (MuLLeretal., 1979; Steceretal., 1980).

Aestruturaviral é constituidade5 proteinas desig-
nadas VP1, VP2, VP3, VP4 e VP5 (Tobb & MAcNuLTY,
1979; BeTcH, 1988; DoHms et al., 1981). A proteina VP1,
expressa a funcdo de RNA-polimerase do segmento
menor ou B e pode ter relagdo com a expressdo de
viruléncia, VP2 estélocalizadano capsideo externodo
viruseestarelacionadacomaantigenicidade dovirus,
VP3estalocalizada no capsideo interno e € responsa-
vel pela conformacéo estrutural do virus, VP4 é uma
protease viral que ndo é incorporada na particula
madurado virus (IToetal., 1990).

DiFaBio (2001) relatou que as regides maisimpor-
tantes dovirussdoa VP2 e VP3 e que o antigeno VP2
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contémepitoposqueinduzemaproducdodeanticorpos
gue neutralizam o virus, existindoassimumacorrela-
cdo direta entre o titulo de anticorpos neutralizantes
especificos, para a fracdo VP2 do virus e a protegéo
conferidaasaves. Aregido proteica VP2 foiidentificada
como antigeno protetor, pois contém uma regido
antigénica responsavel pela indugéo de anticorpos
neutralizantes e pela especificidade do sorotipo.

BetcH & MuLLer (1988) demonstraram que 0s
epitopos neutralizantes encontravam-se na regido
proteicaVVP2 dovirusdaDIB, estaregidoestarelacio-
nadacom a antigenicidade do virus, ou seja, contém
expressdes de epitopos que induzem uma resposta
imunoldgica. Porestarazao estaproteinaéconhecida
comoepitopode neutralizacdo, atravésdelapermite-se
efetuar adiferenciacio dossorotipos e subtiposvirais
(Itoetal., 2001).

Operiododeincubacédodoviruseoaparecimento
dossinaisclinicoséextremamente curto, cercade dois
atrés dias (SimoN & IsHizuba, 2000).

GiameronEeetal. (1978) demonstraram experimen-
talmente que anticorpos neutralizantes podem ser
detectados ap0s 12 dias da infeccéo e que também
pode-se isolar 0 virus neste periodo, apos varias
passagens em embrides de galinhas.

Os efeitos imunossupressivos foram reportados
por ALLan et al. (1972) e por FAReNGHER et al. (1974).

A sintese reduzida de IgG e a producao de IgM
sémente naformamonomérica, apos ainfec¢do pelo
IBDV pode explicararespostaimunolégicahumoral
reduzidaaosantigenos (SHARMA & ROSENBERGER, 1987).

Nasavesinfectadas pelo IBDV ndoocorresomente
uma imunossupressao para resposta vacinal, verifica-
se tambémumamaiorsusceptibilidadeaoutrasdoencas
como: coccidiose (ANDERsoON et al., 1977), doenca de
Marek (SHARMA, 1984), anemiahemorragica, dermatite
gangrenosa, laringotraqueite infecciosa (ROSENBERGER
& GeLs, 1978), bronquite infecciosa, salmoneloses e
colibaciloses (WYETH, 1975).

O teste ELISA tem se tornado um instrumento
fundamental paraamelhoriado manejosanitariodas
granjasdefrangos, comumasimplesamostradesoro,
pode-se detectar os titulos de anticorpos, comgrande
especificidade e sensibilidade (Snyper, 1990), sendo
um eficiente teste paramensurar titulos de anticorpos
contraovirusdaDIBemaves (Naqietal., 1983). Esse
ensaio foi desenvolvido para detec¢do de anticorpos
paravirus da DIB e é também utilizado para avaliar
aeficaciade vacinas (Howie & THorseN, 1981; SoLANO
etal., 1985a).

Estatécnica, combinadacom"software" de compu-
tador, possibilita vérios tipos de operag¢des como:
monitoriado programade vacinagéo, deteccdo daocor-
réncia de exposicao a alguma infecgao e com precisao
avaliar os resultados dos titulos de anticorpos (SNYDER
etal., 1983; SoLano et al., 1985b; SoLano et al., 1986).

Com base nos resultados destes testes, varios
programasdeimunizagdoemavesjovensestaosendo
desenvolvidos e sugeridos aos criadores de frangos
(SoLano et al., 1986). Este teste é desde os anos 80, 0
principal instrumento de monitoria, mapeamento e
dediagndsticoauxiliar daDIB. Asgrandes vantagens
dessa prova sdo muito conhecidas, como rapidez,
sensibilidade, automagcéo, reprodutibilidade e uni-
formidade de resultados (D1 FaBio, 2001).

O objetivodo presente estudo foi comparar asen-
sibilidade de dois"kits" AeB, comerciais parapesqui-
sadeanticorposcontraDIBatravésdoteste de ELISA,
em frangos de corte, em diferentes idades, em trés
granjas de criagdo avicola vacinados distintos. As
placas do "kit" B utilizadas no presente estudo para
realizacdo do teste ELISA sdo adsorvidas com 0s
antigenos do VDIB correspondentes a regides
protéicas, VP2 e VP3. O "kit" A contém placas sensi-
bilizadas com particulas virais integras do VDIB
(WitT, 2000). O controle sorolégico de um plantel
avicolatem por objetivo determinar os niveisde imu-
nidade materna, determinarimunocompeténcia, ava-
liar e reajustar programas de vacinagéo, diagnosticar
surtosde doencae avaliarabiosseguranganagranja,
portanto, autilizagdo de "kits" que apresentem melho-
resresultados nadeteccao deanticorpos, é de relevan-
cia para a industria avicola.

MATERIALEMETODOS

Foram utilizados pintainhos pesando em média
48 gramas, de linhagem Ross, machos e fémeas
procedentes de matrizes com 58 semanas de idade.
Estas aves receberam no incubatdrio vacina para
imunizacao contradoencade Marek, alojadasemtrés
diferentes granjas, denominadas 1, 2 e 3, situadas na
regidode Araragquara, Estado de Sao Paulo, Brasil, até
0 quadragésimo nono dia de idade quando foram
para o abate. Ap6s o alojamento das aves foi colhido
aleatoriamente, sangue de 20 pintainhos de cadauma
das granjas que foram acondicionados em caixas de
isoporcomgeloelevados parao Centro Avancadode
Pesquisa Tecnoldégica do Agronegdécio Avicola,
Descalvado, Instituto BiolGgico, SP, para obtencéo
dossoros que foram colhidoseacondicionadosindivi-
dualmente em frascos esterilizados e mantidos em
freezer a 20° C negativos para posterior anélise. Aos
guarentaedoisdiasde idade dasaves, foramcolhidas
"bursas de Fabricius" de 5 aves por cada uma das
granjas para genotipagem do Virus da Doenca Infec-
ciosa da Bursa (VDIB), através do teste de Reverse-
Transcription Polymerase Chain Reaction—Restriction
Fragment Length Polymorphisms (RT-PCR/RFLP)
(Jackwoonbetal., 1994) que consiste naamplificacdo de
umaregido do gene VP2 com posterior digestdo com
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enzimas de restrigcdo. Estes testes foram realizados
pela"Simbios Tecnologia".

As aves foram vacinadas, via dgua de bebida, no
décimoquartodiadeidadecomvacinavivaatenuada
do "tipo forte", grupo gendmico G3, cepa de origem
Moulthrop G 603, nome comercial Avimmune —F
(Coopers), produzidaem ovosembrionados.

Foram utilizados para o teste ELISA dois "kits"
comerciais, IBD-XR? ("kit" B) e IBD?* ("kit" A), para
detec¢do de anticorpos contra o virus da Doenga
Infecciosa da Bursa (DIB), nos soros das aves.

Osresultados obtidos com os diferentes "kits", no
teste ELISA foram analisados estatisticamente empre-
gando-se otestede Tukeys Studentized Range (HSD),
utilizando-se sistema SAS (Statistical Analysis
System), ao nivel de significancia 0,05.

RESULTADOS

Avaliando-se os titulos médios da trés granjas
estudadas, 1, 2 e 3 e considerando-se o primeiro,
guarto, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro
dia de idade das aves, ndo foram encontradas
diferencas estatisticas significativas (p > 0,05)
guando foram comparados os "kits"A e B, como
mostraaFig. 1.

Quando sdo avaliados os titulos médios das trés
granjasestudadas, relativos aos vigésimo oitavo, tri-
gésimo quinto, quadragésimo segundo e quadragési-
mo nono dias de idade das aves, observa-se uma
diferenca estatistica significante (p <0,05), nos valo-
res dos titulos médios de anticorpos contra o VDIB,
como mostraaFig. 2.

O"Kit"A B"Kit'B

1 4 7 14 21 Dias
Fig. 1- Titulos médios de anticorpos contra VVDIB, obtidos
das aves nas trés granjas estudadas (1, 2 e 3), no primeiro,
quarto, sétimo, décimo quarto e vigésimo primeiro dia
de idade das aves, comparando "kits" A e B.

Osresultadosobtidoscom o PCRrealizadocomas
"bursas de Fabricius", baseados em seqléncias
descritas na literatura, bancos de genes, analise de
vacinas comerciais e de amostras provenientes de
estudosde campo, classificaram asamostrasde virus
encontradoscomo:

Granjal-apresentou resultado compativel comvirus
do grupo molecular G3, classificado como vacinal.
Granja2-apresentou resultado compativel comvirus
do grupo molecular G16, este é compativel com
padrdes de variantes brasileiras.

Granja 3 - apresentou resultados compativeis com
infeccdo mista, ou seja, nas "bursas de Fabricius"
encontrou-sevirusde umgrupomolecular G3, vacinal
e virus de variante brasileira do grupo G16.

DISCUSSAOE CONCLUSOES

As doencas imunossupressoras de aves tém
provocado grandes prejuizos a avicultura. ADIB
estd amplamente distribuida e as estratégias de
controle tem que, em principio, garantir uma boa
transferéncia de imunidade passiva das matrizes
paraaprogéniee umaboaimunizagdo ativa (FussEL,
1998).

Jackwoop et al. (1999) indicaram que a porcenta-
gemde protecdo contracepasclassicase variantesdo
virus da DIB em frangos de corte e matrizes pode
melhorar quando se utiliza VP2 como antigeno, ou
seja, os "kits" que utilizam a regido protéica VP2
adsorvido em suas placas apresentam melhores
resultados, estes dados coincidem com os resultados
obtidos no presente trabalho.

O"Kit"A B"Kit'B

28 35 42 49 Dias
Fig.2- Titulos médios de anticorpos contraVDIB das aves,
nas trés granjas estudadas (1, 2 e 3), considerando-se 0s
vigésimo oitavo, trigésimo quinto, quadragésimo
segundo e quadragésimo nono dias de idade das aves,
comparando-se os "kits" A e B.

ldexx Laboratories
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No presente estudo observou-se que o "kit" B, o
gual tem adsorvido em suas placas como antigeno
partes das regides protéicas VP2, VP3, tem maior
sensibilidade para detectar anticorpos contra cepas
variantes e vacinais que o "kit" A, o qual apresenta
fixado em suas placas como antigeno, particulas
integrasdo VVDIB.

Quandoseavaliaosvalores médios dostitulosde
anticorpos maternos, ou seja, entre o primeiro e o
décimo quarto dias de idade das aves, os "kits" Ae B
ndoapresentaram diferencasestatisticassignificativas.
Os mesmos resultados foram obtidos por Jackwoob et
al. (2001).

OstitulosmédiosdeanticorposcontraDIBobtidos
nosdiferentes galpdesestudadosno presente trabalho
foram confrontados com os resultadosde PCRo qual
indicouapresencade padrBesde restricdo compativeis
com cepas variantes brasileiras do grupo molecular
G16, que tem se mostrado de grande ocorrénciae de
formadisseminadaemtodo o paise cepasvacinaisdo
grupo molecular G3, o qual coincide com o grupo
molecular presente na vacina, Avimmune F, que foi
administradanasavesnodécimoquartodiadeidade,
nos galpdes G2 e G3.

No galpdo G1, o padréo de restri¢do encontrado
foi compativel com cepavacinal, descrito paraogrupo
molecular G3.

Osresultadossorolégicos e do PCR mostraram-se
compativeis e confirmouamaior eficiénciado "kit" B
em detectar anticorpos contra cepas variantes e
vacinais da DIB.

Jackwoop et al. (2001) em seus experimentos
concluiram que o "kit" B, IBD-XR, detecta
soroconversdo, em média, apos dez dias do contato
com o antigeno. Os resultados do presente trabalho
coincidem com os do referido pesquisador.

Aofinaldoexperimentoanalisando-se osresultados
dostitulos médios de anticorpos obtidos com ostestes
ELISA e comparando-se com os resultados do PCR,
conclui-se que 0 "kit" B (IBD-XR) apresentou-se mais
sensivel nadeteccdo detitulosde anticorposcontrao
VDIB, causada por cepas variantes e vacinais, visto
gue a diferencga estatistica entre os titulos médios de
anticorposcontraVDIB comparando-se osdois "kits"
estudados foi bastante acentuada apds o vigésimo
oitavo dia de idade das aves, quando os titulos de
anticorpos resultantes da vacinagdo comecaram a
apresentar conversédo e quando as aves das granjas 2
e 3comecaram a sofrer um desafio imunolégico por
cepas de virus classificados como variantes.
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